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IMPACTO POTENCIAL DESSA PESQUISA

Impacto cientifico: Este estudo investigou o papel da elafina frente a infeccdo por HPV de
alto risco oncogénico e seu impacto na composi¢do da microbiota vaginal, especialmente na
vaginose bacteriana, ampliando conhecimentos acerca desse peptideo como um potencial
mediador na regulagdo da relacao microbiota-HPV, além de incentivar maiores estudos acerca

desse tema escasso na literatura.

Impacto Social: O cancer do colo de utero afeta milhares de mulheres todos os anos, sendo
considerado o terceiro tipo de neoplasia mais incidente entre a populagcdo feminina. A relagao
HPV-microbiota ainda ¢ pouco esclarecida na literatura, portanto, os achados dessa pesquisa
contribuem com a elucidag¢do dessa interagdo, visando a elafina como um possivel mediador
que pode, futuramente, auxiliar no esclarecimento do curso da infeccdo por HPV e seu
impacto na microbiota vaginal, colaborando com a saude ginecoldgica de milhares de

mulheres.

Impacto economico: Estudos acerca da acdo do HPV e seu clearance viral contribuem para
rastreios e diagndsticos mais assertivos quanto ao cancer de colo do tutero, impactando
significativamente questdes de saude publica e reduzindo custos com tratamento de infec¢des

genitais e suas possiveis complicagdes no Sistema Unico de Saude (SUS).
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Resumo

O Papilomavirus Humano (HPV) ¢ considerado o agente etiologico de infecgdes sexualmente
transmissiveis mais comum ao redor do mundo. Quando ha uma infecgao ativa por HPV, pode
ou ndo haver alteragdes no colo do utero, com possivel progressdo para neoplasias. A
presenga isolada do HPV ndo ¢ fator determinante para a tumorigénese. Este processo
depende de diversos fatores, como presenga de um gendtipo de alto risco oncogénico
(hrHPV), habito tabagista, iniciagdo sexual precoce e composicdo da microbiota
cervicovaginal que, em estado de eubiose, ¢ caracterizada pelo predominio do género
Lactobacillus spp. A vaginose bacteriana (VB) ¢ a disbiose vaginal mais comum em mulheres
em idade reprodutiva, caracterizada pelo aumento de bactérias anaerdbias, como Gardnerella
spp. Mulheres com VB apresentam menor taxa de clearance viral do HPV. Na presenca de
lesdes com HPV, diversos peptideos antimicrobianos sofrem alteragdo na sua producdo e
liberagdo. Em particular, a expressdo do peptideo Elafina/Trappin-2, um inibidor de
serino-proteases, ¢ significativamente menor quando na presenca de infeccao pelo HPV.
Dessa forma, o objetivo deste estudo consiste em comparar os niveis cérvico-vaginais de
elafina em mulheres em idade reprodutiva de acordo com o status da infec¢ao pelo HPV, bem
como determinar se a alteragdo desse mediador durante a infec¢do pelo HPV esta associada a
VB. O presente estudo analisou a quantificagdo de elafina de 626 amostras cérvico-vaginais
por ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) de acordo com status de infec¢ao por
hrHPV e composi¢do da microbiota vaginal. Os dados da quantificagdo foram comparados
utilizando os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, com p<0,05
considerado significativo. Os valores de mediana de elafina foram significativamente mais
altos em mulheres hrHPV-positivas com VB (1.390 pg/mL) em comparagdo aquelas com
microbiota normal (1.079 pg/mL), p<0,0001. No grupo de participantes hrHPV-negativas,
mulheres com microbiota vaginal normal apresentaram niveis estatisticamente maiores de
elafina (mediana 1.594 pg/mL) em relacdo aquelas com VB (904 pg/mL), p<0,0001. Com
relagdo a presenga de infeccdo pelo hrHPV, independentemente da microbiota vaginal, os
niveis de elafina ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando

comparados ao grupo que ndo apresentava a infec¢do viral. Concluindo, niveis elevados

de elafina na infeccdo por hrHPV concomitante a VB sugerem envolvimento na resposta

imunoldgica local em resposta a alteragdes na microbiota.

Palavras-chave: HPV; Vaginose Bacteriana; Elafina.



Abstract

The Human Papillomavirus (HPV) is considered the most common etiological agent of
sexually transmitted infections worldwide. When there is an active HPV infection, cervical
alterations may or may not occur, with the potential progression to neoplasia. The mere
presence of HPV is not a determining factor for tumorigenesis. This process depends on
several factors, such as the presence of a high-risk oncogenic genotype (hrHPV), smoking
habits, early sexual initiation, and the composition of the cervicovaginal microbiota, which, in
a eubiotic state, is characterized by the predominance of the Lactobacillus spp. genus.
Bacterial vaginosis (BV) is the most common vaginal dysbiosis in women of reproductive
age, characterized by an increase in anaerobic bacteria, such as Gardnerella spp. Women with
BV have a lower HPV viral clearance rate. In the presence of HPV-related lesions, various
antimicrobial peptides undergo changes in their production and release. Specifically, the
expression of Elafin/Trappin-2 peptide, a serine protease inhibitor, is significantly lower in the
presence of HPV infection. Thus, the objective of this study is to compare cervicovaginal
elafin levels in women of reproductive age according to their HPV infection status and to
determine whether changes in this mediator during HPV infection are associated with BV.
This study analyzed Elafin quantification in 626 cervicovaginal samples using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), according to hrHPV infection status and vaginal microbiota
composition. Quantification data were compared using the non-parametric Mann-Whitney
and Kruskal-Wallis tests, with p<0.05 considered significant. Median elafin values were
significantly higher in hrHPV-positive women with BV (1,390 pg/mL) compared to those
with a normal microbiota (1,079 pg/mL), p<0.0001. In hrHPV-negative group, women with a
normal vaginal microbiota had statistically higher elafin levels (median 1,594 pg/mL)
compared to those with BV (904 pg/mL), p<0.0001. Regarding the presence of hrHPV
infection, regardless of vaginal microbiota composition, elafin levels did not show a
statistically significant difference when compared to the group without viral infection. In
conclusion, elevated elafin levels in hrHPV infection concurrent with BV suggest

involvement in the local immune response to microbiota alterations.

Keywords: HPV; Bacterial Vaginosis; Elafin.
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Revisao de literatura

1. Introdugao

1.1. O Papilomavirus humano (HPV)

Os papilomavirus humanos (HPVs) sdo virus pertencentes a familia Papillomaviridae
capazes de infectar pele e mucosas do corpo humano. O HPV ¢ considerado o agente
etiologico de infecgdes sexualmente transmissiveis (IST) mais comum ao redor do mundo e
sua transmissdo ocorre pelo contato direto pele com pele ou mucosa com mucosa. Tais
infeccdes variam desde completamente assintomaticas até causadoras de verrugas, lesoes

pré-neoplasicas e neoplasicas'?.

Os HPV sao virus ndo envelopados, cujo genoma consiste em um DNA de fita dupla
circular, com aproximadamente 7,9 kb ¢ 55nm de didmetro, composto por oito principais
regides codificadoras de proteinas essenciais, chamadas de ORFs (do inglés open reading
frames). As regides sdo agrupadas em trés tipos, com base no momento em que sao expressas
durante a infec¢do. A regido chamada URR (do inglés upstream regulatory region) ¢ nao
codificadora, enquanto as regides E (do inglés 'early', precoce) e L (do inglés 'late', tardio)
representam as proteinas expressas em fases iniciais e finais, respectivamente - E1, E2, E4,
E5, E6, E7, L1 e L2 °. As proteinas E1 e E2 sdo as principais envolvidas na regulagdo da
replicagdo, transcricdo e segregacdo do DNA viral®. E6 ¢ E7 sdo as principais oncoproteinas
do HPV, induzindo a imortalizagdo e cooperando com a transformagdao celular,
desempenhando papel importante na ativacdo das telomerases e na degradacdo das proteinas
p53 e pRb, ambas com papel importante na supressdo tumoral, sendo que suas inibigdes
ocasionam uma divisdo celular descontrolada, colaborando com o desenvolvimento tumoral.
A proteina E5 auxilia na diferenciagao dos queratinocitos e na evasdao imunoldgica, enquanto

que as proteinas L1 e L2 tém fungdo estrutural na formagdo icosaédrica do capsideo .

O HPV apresenta tropismo por células de epitélio escamoso, dessa forma seu ciclo
viral se inicia a partir da interacdo mediada por receptores, como proteoglicanos e integrinas,
na camada basal do epitélio escamoso estratificado por meio de microtraumas na regiao. O
virion entra na célula pela interagdo das proteinas do capsideo, como a L2, com receptores da
superficie celular por endocitose, onde inicialmente E1 e E2 assumem a replicagdo do DNA

viral em um namero baixo de copias. Depois de penetrar na c€lula, o virion perde o capsideo,
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expondo seu DNA a acdo de enzimas nucleares que favorecem a expressdo dos seus genes
virais. Em seguida, quando as células basais assumem uma formagao de epitélio suprabasal, a
replicagdo viral se intensifica por meio da acdo das oncoproteinas E5, E6 ¢ E7. Com o alcance
da diferenciagdo celular na camada suprabasal, inicia-se a expressao das proteinas E4, L1 e
L2 para posterior formagao de um capsideo ao redor do virus e liberagdo das particulas virais

maduras, promovendo a infec¢do das células adjacentes (Figura 1)"".

Colo do utero
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Figura 1: Esquema ilustrativo da infeccdo pelo HPV no colo do ttero. A imagem mostra o ciclo de
infeccdo, que inicia com a entrada do virus na camada epitelial basal. O virus infecta as células epiteliais e a

medida que as células infectadas se proliferam e diferenciam, o virus realiza sua replicagdo. Imagem adaptada de
Yousefi et al., 2022.

1.2.  Cancer de colo do utero

Mais de 90% dos casos de canceres cervicais sdo causados pela infeccao pelo HPV.
Dentre os mais de 400 genotipos descritos na literatura, apenas 12 estdo relacionados a
carcinogénese (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, e 59), sendo que o HPV16 e
HPV18 sao responsaveis por aproximadamente 71% dos casos de cancer cervical e
praticamente todos os casos de cancer por HPV em homens. Embora infec¢des causadas por
estes genotipos de alto risco oncogénico sejam extremamente comuns, cerca de 80% sdo
solucionadas pelo sistema imunoldgico em até 3 anos, alcangando o clearance, enquanto

apenas 3% progridem para o cancer cervical em até 7 anos "7,
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Os gendtipos de alto risco oncogénico de HPVs estdo evolutivamente ligados em um
unico ramo do género alfa. Dentro desse género, as espécies alfa-9, -7, -5 ¢ -6 contém os
genotipos que caracterizam o HPV como de alto risco oncogénico, enquanto os de baixo risco
oncogénico ndo estdo associados ao aumento do risco de cancer cervical. O grupo de espécies
alfa -9 apresenta varios geno6tipos associados a carcinogénese, como o HPV-16, 31, 33, 35, 52
e 58. O HPV-16 ¢é o gendtipo com maior potencial oncogénico, sendo responsavel por 60%
dos canceres escamosos € adenocarcinomas cervicais, além de canceres orofaringeos e
anogenitais. J4 o grupo de espécies alfa -7 conta com os genotipos HPV-18 e o -45, associados
tanto a canceres escamosos quanto a adenocarcinomas e, juntos, causam aproximadamente

20% das neoplasias '*!.

Quando h4 uma infecgdo ativa por HPV, pode ou nao haver alteragdes no colo do
utero, com possivel progressdo para lesdes cancerigenas. O termo pré-cancer ¢ definido como
a mudanca da replicagdo para um crescimento clonal das células transformadas, caracterizado
pela ativacdo do ciclo viral a partir das oncoproteinas e pela inibicdo da apoptose natural da
célula. Mesmo que haja o desenvolvimento de lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL, do
inglés, low grade squamous intraepithelial lesions), a maior parte das infecgdes desaparece
em até 24 meses devido a ag@o do sistema imunologico do hospedeiro. No entanto, quando ha
persisténcia desse processo infeccioso nas células basais com uma baixa taxa de replicagao
viral, tem-se a chamada fase de laténcia, durante a qual, as células infectadas podem sofrer
transformagao neoplésica ao decorrer do tempo. As lesdes sdo categorizadas em LSIL, que
refletem apenas a presenca do virus, Lesdo Intraepitelial escamosa de Alto Grau (HSIL, do
inglés high grade squamous intraepithelial lesions) ou carcinoma in situ, sendo estas

consideradas as lesdes precursoras do cancer do colo do ttero 2% 2%,

De acordo com estudo realizado pelo Ministério da Saude (2020), a prevaléncia de
HPYV entre homens e mulheres no Brasil ¢ de 53,6%. Desses, 35,2% apresentaram pelo menos
um gendtipo de alto risco oncogénico (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68)*.
No Brasil, o cancer de colo de utero ¢ o terceiro tipo de neoplasia mais incidente entre
mulheres, excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Para cada ano do tri€nio
2023-2025 foram estimados 17.010 casos novos, o que representa uma taxa bruta de
incidéncia de 15,38 casos a cada 100 mil mulheres Em 2022, 84% dos exames preventivos
realizados para detec¢do do cancer de colo de ttero foram realizados na populacao-alvo (25 a

64 anos)*.
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Estima-se que a maior parte da populacdo feminina sexualmente ativa serd infectada
por algum gendtipo do HPV ao decorrer da vida. Contudo, a presencga isolada do HPV nao ¢
fator determinante para a tumorigénese. Este processo depende de diversos fatores que
contribuem com o crescimento neopldsico, como a presenca persistente de um gendtipo de
alto risco oncogénico, hébito tabagista, iniciacdo sexual precoce, uso de contraceptivo
hormonal, nimero de paridades, resposta imunologica sistémica e local e composi¢cdo da

microbiota cervicovaginal %,

1.3.  Microbiota vaginal

O microbioma vaginal ¢ caracterizado por uma comunidade bacteriana complexa e
dindmica, predominantemente constituido pelo género Lactobacillus spp. Esse microambiente
¢ influenciado por diversos fatores como etnia, ciclo menstrual, niveis hormonais, praticas

sexuais € ambientais em geral *" %,

A predominancia de Lactobacillus spp. favorece a homeostase do microambiente
vaginal, pois essas espécies sdo as principais produtoras de acido latico a partir do glicogénio
disponibilizado pelas células epiteliais. Em cendrio fisiologico, a presenga do acido latico
acidifica o pH vaginal, além de contribuir para o aumento da atividade protetora do per6xido
de hidrogénio (H,0O,) e bacteriocinas, criando um ambiente desfavoravel para a infec¢ao de
patdgenos, dentre eles, os causadores de endocervicites bacterianas classicas como Chlamydia
trachomatis € Neisseria gonorrhoeae **>*. Além disso, a acidez saudavel do microambiente
vaginal (pH~4) se correlaciona com a diminui¢do de risco de tricomoniase e infec¢do genital
148’

por Mycoplasma spp. na regido genital®, infec¢des do trato urinario”, bem como a

diminui¢do do transporte de bactérias do intrdito vaginal®.

As comunidades bacterianas vaginais de mulheres em idade reprodutiva podem variar
entre individuos de diferentes regides e etnias. Ravel et al. (2011)*” demonstraram a
prevaléncia de Lactobacillus spp. em mulheres asidticas e brancas americanas, enquanto
apenas 60% das mulheres hispanicas e afro-americanas apresentavam essa dominancia.
Achados de Fettweis et al. (2014)*, demonstram a prevaléncia de Lactobacillus em mulheres
com ascendéncia europeia, enquanto mulheres afro-americanas apresentavam maior
diversidade bacteriana contendo, entre outros, Mycoplasma hominis, Aerococcus, L. iners e

outras espécies anaerobias.
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Em 2011, Ravel et al.?’ categorizaram o microambiente vaginal em cinco tipos de
estado de comunidade (CST, do inglés community state types), sendo CST-I
predominantemente constituida por L. crispatus, enquanto as CSTs II, III e V apresentam
predominancia de L. gasseri, L. iners e L. jensenii, respectivamente. Ja a CST IV apresentou a
maior diversidade bacteriana, além de maior média dos valores de pH , tendo altas propor¢des
de bactérias anaerdbias restritas e facultativas, como as dos géneros Prevotella, Dialister,
Fannyhessea, Gardnerella, Mobiluncus, entre outras. Além disso, na CST-IV encontram-se a
maior parte dos casos de mulheres com sintomas genitais como corrimento vaginal

aumentado com mau cheiro, tipicos da vaginose bacteriana (VB).

A VB ¢ a disbiose vaginal mais comum em mulheres em idade reprodutiva e esta
associada ao aumento da susceptibilidade a ISTs, infecgdes urogenitais, doenca inflamatoria
, . . ~ ~ 34 4 oq . . .~
pélvica e complicagdes durante a gestagdo™. E um desequilibrio no qual ocorre a substitui¢ao
de Lactobacillus spp. por uma grande diversidade de outras espécies, como Gardnerella spp..
Sua etiologia ainda ¢ desconhecida, mas ¢ possivel correlacionar a presenca de VB com
habitos comportamentais e sexuais®, como etnia, tabagismo®', variabilidade de parceiros

sexuais e episodios mais frequentes de sexo oral receptivo™.

Os critérios descritos por Amsel et al. (1983)*? conferem sinais e sintomas clinicos que
se relacionam com a VB e, quando ha pontuacdo de 3 dos 4 tdpicos, hd indicagdo para o
diagnodstico. Esses critérios incluem: corrimento vaginal com aspecto bolhoso, branco ou
acinzentado, pH vaginal acima de 4,5, presenca de células-pista (clue cells) e positividade no
teste das aminas (whiff-test), com presenga de odor de peixe apds adicdo de hidroxido de

potassio a 10% ao conteudo vaginal®®.

No entanto, o padrao-ouro para diagndstico da VB ¢ o sistema de atribuicao de escores
descritos por Nugent et al. (1991)*’, baseado na semi-quantificagio dos morfotipos
bacterianos observados microscopicamente em esfregagos vaginais corados pelo método de
Gram. Nesse sistema foi proposto uma classificacdo da microbiota vaginal com escores que
variam de 0 a 10. Os principais morfotipos considerados sdo os bacilos longos Gram-positivos
(morfotipo lactobacilar), cocobacilos Gram-varidveis (sugestivos de Gardnerella vaginalis),
bacilos curtos Gram-negativos (sugestivos de Bacteroides spp.) e bacilos curvos
Gram-varidveis (morfotipos de Mobiluncus spp.). A semi-quantificagdo da presenga ou

auséncia desses morfotipos resulta na pontuacdo final, sendo que o escore de 0 a 3 indica
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diagnéstico de microbiota normal, enquanto as somatorias de 4 a 6 e de 7 a 10 caracterizam

microbiota intermediaria e vaginose bacteriana (VB), respectivamente.

1.4.  Microbiota vaginal e infec¢ao pelo HPV

A constituicdo da microbiota vaginal ¢ um fator determinante na infec¢do pelo HPV,
visto que mulheres com VB apresentam menor taxa de clearance viral enquanto mulheres
com predominio de Lactobacillus spp. estdo menos propensas a aquisi¢do de infeccdes
virais*®*. Achados de Belleti et al. (2021)* apontam a influéncia negativa da presenga de
Gardnerella vaginalis (GV), bactéria descrita no core patologico da VB, no clearance de
infec¢des por gendtipos de HPV de alto risco oncogénico, além da possivel associagdo entre
espécies produtoras de sialidase, como a G. vaginalis, na persisténcia da infec¢do viral
(Figura 2). As sialidases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise do acido sialico das células
epiteliais hospedeiras, expondo receptores que facilitam a adesdo bacteriana e corroboram

com a formagdo de biofilmes, estruturas que ja foram associadas com a ocorréncia de

53,54

tratamentos ineficazes contra vaginose bacteriana

g A
| l Lactobacillus spp.
ch" Cénvice —-—\ Infecgdo por HPV | tDiversidade microbiana
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" ; @'@ @ . \ ’ \‘
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Figura 2. Representagdo da interacdo entre o microbioma vaginal e o HPV no ambiente do trato
reprodutor feminino. A reducdo de Lactobacillus spp. € o aumento da diversidade microbiana alteram o pH
vaginal e reduzem os niveis de acido latico, favorecendo o estresse oxidativo e a quebra da barreira mucosa.
Esses fatores enfraquecem a defesa local e facilitam a persisténcia e progressdo da infecgdo por HPYV,
aumentando o risco de desenvolvimento de lesdes pré-cancerigenas e cancer cervical. Imagem adaptada de

ZHANG, et al. 2024.
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Estudo recente de Lebeau et al. (2022)*, demonstrou que a infecgdo pelo HPV
também predispde ao desenvolvimento da VB. Isso se da pela alteracdo dos produtos
secretados na mucosa cérvico-vaginal. Especificamente, a diminui¢ao da produgao e liberagao
de peptideos de defesa em resposta a interagdo entre a oncoproteina E7 com proteinas-chave
(NEMO, CKI1), tem se mostrado fundamental nesse processo. Constatou-se ainda que as
moléculas mais secretadas pela mucosa cervical ndo apresentam nenhuma atividade
antimicrobiana nos Lactobacillus, ao invés disso, sdo clivadas e usadas como aminoacidos

para sustentar o crescimento e a sobrevivéncia de tais bactérias.

Na presenga de lesdes com HPV, diversos peptideos antimicrobianos, como as
defensinas, sofrem queda na sua producdo e liberagdo. A inibicdo das defensinas,
especialmente as nomeadas elafina e S100A7, estdo associadas ao desenvolvimento de
infeccdo pelo HPV ja que em condigdes normais/sem infecgdo, estes foram até 1000x mais
expressos*'. O peptideo elafina, também chamado de Human Trappin/2, é produzido pelo
gene PI3 e considerado um inibidor endogeno de serina protease. Essa proteina é secretada
em superficies de mucosa e, quando expressa em tecidos, costuma indicar a presenca de uma
resposta inflamatoria além de ter sua atividade relacionada com resolugdo de processos

inflamatorios e preservagdo de integridade tecidual**~°,

Longatto-Filho, et al. (2020)* constataram, por meio de imunohistoquimica em
amostras de tecido com cancer cervical, que ha uma relacdo inversamente proporcional entre
a expressao da elafina e a progressao tumoral. A alta expressao desse peptideo foi mais
frequente em carcinomas in sifu quando comparados as neoplasias cervicais invasivas,
indicando que a queda da elafina na membrana plasmatica estd associada a tumores mais
agressivos. Em contrapartida, também relataram que a alta expressao do peptideo no nucleo
ou no citoplasma foi associada a estagios avangados de cancer cervical. Além disso, puderam

observar a regulacdo negativa da elafina como um fator relevante na patogénese do HPV.

Embora ja tenha sido demonstrado que a VB esta associada ao aumento de prevaléncia
e persisténcia da infecg¢do pelos HPVs de alto risco oncogénico, dados recentes demonstraram
que essa infeccdo viral também ¢ responsavel por alterar o ambiente cérvico-vaginal,
predispondo a quebra do equilibrio microbiano via diminui¢do de elafina e desenvolvimento
de VB*. Considerando as graves implicagdes da VB para a satde reprodutiva da mulher,
somado a auséncia de informagdes na literatura sobre o impacto da diminui¢cdo desse peptideo

durante a infec¢ao pelo HPV na microbiota local, estudos sdo necessarios entender o papel da
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elafina frente a infeccdo pelo HPV e seu impacto na modula¢dao da composi¢do da microbiota

cérvico-vaginal.
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Resumo

Objetivos: Este estudo comparou os niveis cérvico-vaginais de elafina em mulheres em idade
reprodutiva com base no status de hrHPV e da vaginose bacteriana (VB). Métodos: Este
estudo transversal analisou 626 amostras cérvico-vaginais de uma coorte de mulheres com
idades entre 18 e 50 anos. O status de HPV foi determinado utilizando o teste de
Genotipagem Linear Array HPV, enquanto o diagnéstico de VB foi baseado nos critérios de
Nugent. Os niveis de elafina foram quantificados usando o por ensaio imunoabsorvente ligado
a enzima (ELISA). Os niveis de elafina foram comparados entre grupos constituidos de
acordo com o status da infec¢do por hrHPV e da presenca de VB, utilizando os testes ndo
paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, com p<0,05 considerado significativo.
Resultados: Os niveis de elafina foram significativamente mais altos em mulheres
hrHPV-positivas com VB (1.390 pg/mL) em comparagao com participantes hrHPV-positivas e
microbiota normal (1.079 pg/mL), p<0,0001. No grupo de participantes hrHPV-negativas,
mulheres com microbiota vaginal normal apresentaram niveis estatisticamente maiores de
elafina (1.594 pg/mL) em relacdo aquelas com VB (904 pg/mL), p<0,0001. Com relagao a
presenca de infeccao pelo hrHPV, independentemente do diagnostico da microbiota vaginal,
os niveis de elafina ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001), com

mediana de 1.164 pg/mL, quando comparado ao grupo que ndo apresentava a infecgdo viral
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(1.169 pg/mL). Conclusao: Niveis elevados de elafina na infec¢ao por hrHPV concomitante a

VB sugerem envolvimento na resposta imunologica local em resposta a alteragdes na
microbiota. Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer seu papel na persisténcia do

HPV e na patogénese da VB.

Palavras-chave: HPV; hrHPV; Microbiota vaginal; Vaginose Bacteriana; Elafina; Trappin/2.
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1. Introducao

O HPV ¢ considerado o agente etiologico de infecgdes sexualmente transmissiveis
(ISTs) mais comum ao redor do mundo. Tais infec¢des variam desde completamente
assintomaticas até neoplasicas'?. HPVs de alto risco oncogénico (hrHPV) estdo associados ao
desenvolvimento de cancer de colo de utero. Entretanto, apenas a infeccdo por hrHPV nao ¢
fator determinante para a tumorigénese. Este processo depende de diversos fatores, como a
infeccdo persistente por hrHPV, hébito tabagista, iniciagdo sexual precoce, uso de

contraceptivo hormonal, resposta imunologica e composi¢do da microbiota vaginal **.

A microbiota vaginal normal ¢ caracterizada por uma comunidade bacteriana
predominantemente constituida por espécies do género Lactobacillus. A alteracdo desse perfil
para um predominio de bactérias anaerobias caracteriza a vaginose bacteriana (VB),
considerada a disbiose vaginal mais comum em mulheres em idade reprodutiva, descrita por
uma grande diversidade de outras espécies, como Gardnerella spp, Fannyhessea vaginae,

Mobiluncus spp e Prevotella spp *®.

A constituicdo da microbiota vaginal ¢ um fator associado a infeccao pelo HPV, visto
que mulheres com VB apresentam menor taxa de clearance viral enquanto mulheres com
predominio de Lactobacillus spp. estdo menos propensas a aquisi¢do de infecgdes virais *'°.
Achados de Belleti et al., (2021)"" apontam a influéncia negativa da maior quantidade de

Gardnerella vaginalis cérvico-vaginal para o clearance de infec¢des por hrHPV.

Apesar da presenca da VB levar ao aumento da suscetibilidade e persisténcia de HPV,
estudo de Lebeau et al. (2022)'%, demonstrou que a infecgdo pelo HPV também predispde ao
desenvolvimento da VB. Na presenga de lesdes com HPV, diversos peptideos
antimicrobianos, como as defensinas, sofrem queda na sua produg¢do e liberagdo. A inibi¢ao
das defensinas cérvico-vaginais, especialmente a elafina, esta associada ao desenvolvimento

de infeccdo pelo HPV.

Embora ja tenha sido demonstrado que a VB esta associada ao aumento de prevaléncia
e persisténcia da infeccdo pelos hrHPVs, dados recentes demonstraram tal infeccao viral
também ¢ responsavel por alterar o ambiente cérvico-vaginal, predispondo a quebra do
equilibrio microbiano via diminui¢do de elafina e desenvolvimento de VB. Considerando as
graves implicagdes da VB para a satde reprodutiva da mulher, somado a auséncia de

informacodes na literatura sobre o impacto da diminuicao desses peptideos durante a infecgao
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pelo HPV na microbiota local, a realizagdo de estudos ¢ fundamental para a compreensao dos

mecanismos envolvidos na relagdo HPV-microbiota.

2. Objetivos

Comparar os niveis cérvico-vaginais de elafina em mulheres em idade reprodutiva de
acordo com o status da infeccdo pelo hrHPV, bem como determinar se a concentragdo
desse mediador durante tal infeccao viral estd associada com a prevaléncia e incidéncia de

vaginose bacteriana.

2.1.  Objetivos especificos

- Comparar os niveis cérvico-vaginais de elafina de acordo com o status da infec¢ao

pelo HPV;
- Comparar os niveis cérvico-vaginais de elafina de acordo com a presenca de VB;

- Determinar se os niveis cérvico-vaginais de elafina estdo associados ao clearance da

infeccao pelo HPV;

- Determinar se os niveis cérvico-vaginais de elafina estdo associados a incidéncia de

VB;

3.  Hipotese

A menor concentragdo cérvico-vaginal de elafina durante a infecgcdo pelo HPV esta

associada a prevaléncia e incidéncia de VB.

4.  Meétodos
4.1. Desenho do estudo
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Trata-se de estudo transversal, cuja populacdo foi composta pelas mulheres em idade
reprodutiva pertencentes a coorte “HPV-CT” que fazem parte do projeto “Prevaléncia de
coinfecgdo e fatores associados ao papilomavirus humano (HPV) e a Chlamydia trachomatis
em mulheres em idade reprodutiva atendidas em Programa de Preveng¢do de Cancer do Colo
Uterino na regido Sudeste do Brasil” que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FMB/UNESP (Parecer nr. 1.909.609) juntamente com a aprovacao do presente estudo

(Parecer nr. 6.259.511), conforme anexo A.

Para constituigdo da coorte “"HPV-CT” foram incluidas 1635 mulheres que,
voluntariamente procuraram as unidades bdsicas de saude do municipio de Botucatu, SP,
Brasil, para realizagdo do exame preventivo de cancer de colo uterino. Os critérios para
inclusdo foram: idade entre 18 e 50 anos, periodos menstruais mensais regulares, nao
gestantes, auséncia de soroconversdao para o HIV, imunossuprimidas, auséncia de tratamento
de infecgdes do trato genital inferior no periodo de 30 dias e minimo de 72 horas de
abstinéncia sexual ou de procedimentos vaginais (toque digital, ultrassom vaginal). As
participantes foram submetidas a coleta de material do terco médio da parede vaginal para
confeccdo de esfregacos vaginais para avaliagdo microscopica da microbiota vaginal para
deteccdo de VB. Amostras endocervicais foram obtidas por cytobrush para a pesquisa e
genotipagem de HPV. Foi realizada coleta de espécime de fundo de saco vaginal e ectocérvice
com espatula de Ayre e do endocérvice com cytobrush, para citologia oncotica triplice.
Finalmente, foram realizados lavados cérvico-vaginais utilizando 3 mL de solug¢do salina
estéril para quantificacdo proteica que foram armazenadas a -80°C até o processamento.
Aquelas que apresentaram resultado positivo para hrHPV no momento da inclusdo no estudo
foram submetidas a follow up ap6s, em média, 12 meses. Das 545 (33,3%) participantes com
resultado positivo para hrHPV, 344 compareceram a visita de follow up e foram submetidas a
nova coleta de amostras cérvico-vaginais. Foram excluidas as participantes com resultado
positivo para Trichomonas vaginalis e aquelas que apresentavam quantidade de material

insuficiente para analise.

4.2.  Classificacdo microscopica da microbiota vaginal
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As laminas contendo amostras de esfregaco de parede vaginal foram utilizadas para
classificagdo da microbiota vaginal em exame microscopico corado pelo método de Gram,

aplicando os critérios de Nugent et al. (1991).

Conforme tal sistema, a classificagdo da microbiota vaginal foi pontuada em escores
que variam de 0 a 10, sendo que o escores de 0 a 3 indicam presenca de microbiota normal,
enquanto as somatorias de 4 a 6 e de 7 a 10 caracterizam microbiota intermediaria ¢ VB,

respectivamente.

4.3. Detecgdo de Chlamydia trachomatis e Trichomonas vaginalis

A deteccdo de 7. vaginalis foi realizada por cultura do material vaginal em meio de
Diamond. Foram consideradas positivas as culturas em que houve a deteccao da presenca de
trofozoitos por microscopia em até 72 h. Além disso, amostras cervicais foram submetidas a
extragdo de DNA usando o kit AmpliLuteLiquid Media Extraction (Roche Molecular
Systems, Inc) e foram testadas para C. trachomatis pela Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), empregando-se os primers CTP1 (5’-TAG TAA CTG CCA CTT CAT CA-3") e CTP2
(5°-TTC CCC TTG TAA TTC GTT GC-3’) para um produto final de 201 pb, utilizando
protocolo de amplificagdo ja padronizado no Laboratério de Imunopatologia da Relagdo
Materno-Fetal da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), FMB, Unesp. Em todas as
reacOoes foram incluidos controles negativo (dgua) e positivo (DNA plasmidial obtido de
cé¢lulas McCoy infectadas). Para detec¢do do microrganismo através da visualizagdo dos
produtos amplificados, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% e corada com intercalante de DNA. O tamanho dos produtos amplificados foi

comparado com o padrdo de 100 pb e visualizado sob transiluminag¢io ultravioleta®'.

4.4. Genotipagem de HPV

As amostras de DNA cervical também foram utilizadas para pesquisa de C.
trachomatis foram utilizadas para deteccdo e genotipagem de HPV utilizando o kit Linear
Array HPV genotyping test (Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA), conforme instrugdes

do fabricante.
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Brevemente, essa metodologia se baseia na amplificagdo de uma regido do gene L1
com posterior e hibridizacgdo com sondas oligonucleotidicas, mobilizadas em tira de
genotipagem. Na presenga de hibridizacdo com qualquer uma das 37 sondas (diferentes
genotipos de HPV), uma reacdo colorimétrica permite a detec¢do por um ou mais genodtipos
de HPV presentes, sendo considerados genotipos de alto risco oncogénico: 16, 18, 31, 33, 35,

39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82.

4.5.  Exame citopatologico do colo do utero

Para analise da citologia cérvico-vaginal convencional foi empregada a coloragdo de
Papanicolau e os resultados seguindo a classificacdo do Sistema Bethesda73 . A avaliagao
citolégica foi realizada no Laboratorio de Citologia do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu, seguindo a rotina da Atengdo Bésica do Municipio de

Botucatu.

4.6.  Constituicao dos grupos de estudo

A constitui¢do dos grupos de estudo se baseou no status do hrHPV e na presenga de

VB na classificacdo de microbiota vaginal, conforme descrito na Figura 1.

Das 1638 amostras do projeto inicial, 3 apresentaram quantidade de material
insuficiente para analise. Em seguida, 413 amostras diagnosticadas com hrHPV e 1095
amostras que ndo apresentaram a infec¢do foram subdivididas de acordo com a classificagdo

de microbiota a partir de andlise microscopica.

34



Participantes
1635

Em M1

v L

HPV (+) HPV ()
540 1095
IrHPY (+)
.‘7
127
hrHPV (+)
413

Sem classificagio de Serm clgssiﬁ_caqafu de
mic:roh'lo‘ta 4—
9 8

k. 4 h 4 \ J v

Auséncia de Vaginose Presenca de Vaginose Auséncia de Vaginose Presenca de Vaginose
Bacteriana Bacteriana Bacteriana Bacteriana
246 158 773 314

Figura 1. Fluxograma representando a coorte de participantes incluidas no estudo, classificados quanto a
presenca de infec¢@o por HPV e diagnoéstico de vaginose bacteriana. Foram destacadas também as subcategorias
relacionadas a classificagdo de microbiota vaginal e a identificacio de HPV de alto risco (hrHPV). As
participantes IrHPV ndo foram incluidas nas analises. (M1: momento 1 da coorte; IrtHPV: HPV de baixo risco

oncogénico).

4.7.  Processamento das amostras cérvico-vaginais

As amostras de lavado cérvico-vaginal das participantes encontravam-se armazenadas
a -80° C. As amostras selecionadas foram descongeladas em temperatura ambiente e
imediatamente vortexadas para homogeneiza¢cdo do material. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas e os sobrenadantes utilizados para os ensaios imunoenzimaticos. Deve-se
ressaltar que as amostras foram processadas em lotes e que cada lote foi submetido aos

ensaios no mesmo dia do descongelamento.

4.8.  Quantificacdo de proteinas totais cérvico-vaginais

Apds o processamento, as amostras de lavado cérvico-vaginal foram submetidas a
quantificagdo de proteinas totais por de Bradford Reagent (B6916, Sigma, St. Louis, MO,
USA). Para a curva padrao do ensaio, foi empregado o produto Protein Standard II (5000007,
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Bio-Rad, Hercules, California, USA). Os ensaios foram realizados em simplicata seguindo as
orientacdes do fabricante. Foram determinados os niveis minimos e maximos para cada ensaio

em um intervalo de 1,48mg/ml a 0,1mg/ml.

4.9.  Quantificacdo de Trappin-2/Elafina cérvico-vaginal

Apbs quantificagdo de proteinas totais, as amostras de lavado cérvico-vaginal foram
submetidas a quantificagcdo de elafina utilizando ensaios de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA). Para tanto, foi empregado o kit comercial Human Trappin-2/Elafin DuoSet ELISA
da R&D Systems (Minneapolis, MN). Os ensaios foram realizados em simplicata seguindo as
orientacdes do fabricante. Foram determinados os niveis minimos ¢ maximos para cada ensaio

de acordo com a curva-padrao fornecida nos kits.

4.10.  Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism®
(versao 9.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para
verificar a distribui¢ao dos dados. Apds verificagcdo da normalidade, os resultados obtidos da
quantificacdo de elafina foram submetidos a andlise de estatisticas descritivas. Os niveis de
elafina foram comparados entre grupos, em relacao ao status da microbiota vaginal e presenca
de hrHPV, por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Em seguida, as amostras
com presenga de hrHPV que apresentaram follow-up no estudo foram submetidas a analises
de acordo com desfecho do hrHPV, evolugdo da composi¢ao da microbiota vaginal e presenga
de lesio em M1, por testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn’s.  Diferengas com p<0,05 foram consideradas estatisticamente

significativas.

5.  Resultados

As 626 participantes do estudo foram subdivididas em grupos de acordo com status da

infeccao pelo hrHPV e classificagdo da microbiota vaginal. Do total de 413 participantes com
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Elafina cervico-vaginal (pg/mL)

hrHPV, 158 foram positivas para VB e 246 negativas. Em relacdo as hrHPV-negativas (n=

1095), 314 apresentaram VB e 773 foram negativas para esta alteracdo de microbiota vaginal.

A comparacao da quantificacao de elafina entre os grupos com infec¢ao pelo hrHPV e
auséncia de infeccdo, independentemente do padrdo de microbiota vaginal, encontra-se
representada na Figura 2A. Pode-se notar que os resultados ndo apresentaram diferenca
estatisticamente  significativa, com mediana de 1.164 pg/mL para as amostras
hrHPV-positivas, quando comparado ao grupo que ndo apresentava a infecg¢ao viral (1.169

pg/mL).

De acordo com a Figura 2B, dentre as amostras com infec¢do por hrHPV, aquelas com
VB apresentaram concentragdes significativamente maiores de elafina cérvico-vaginal (1.390
pg/mL) em comparacdo com as amostras classificadas com microbiota normal (1.079

pg/mL), sendo p<0,000.

Conforme pode ser observado na Figura 2C, no grupo de amostras sem infec¢do pelo
hrHPV, a auséncia de VB culminou em niveis estatisticamente elevados de elafina (1.594

pg/mL) em relacao ao grupo com VB (904 pg/mL), sendo p<0,0001.

Encontra-se representado na Figura 3A a comparagao de elafina em mulheres com VB
em relacdo a presenca ou auséncia de hrHPV. Foi possivel identificar que mulheres
hrHPV-positivas apresentaram maiores niveis desse mediador. Ja na Figura 3B, ¢ possivel
identificar que, na presenca de uma microbiota com predominio de Lactobacillus spp.
(auséncia de VB), participantes hrHPV-positivas apresentaram valores significativamente

inferiores de elafina em relagdo aquelas com resultados negativos para o virus.
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Figura 2. Quantificagdo de elafina cérvico-vaginal (pg/mL) de acordo com A) o status da infec¢do pelo hrHPV,
sendo que pacientes com IrHPV foram excluidas da analise, B) em participantes hrHPV+ de acordo com o status
da presenca de VB e C) Quantificag@o de elafina cérvico-vaginal (pg/mL) em participantes HPV- de acordo com
classificagdo de microbiota vaginal. As barras horizontais indicam mediana e intervalo interquartilico. Dados

analisados pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 3. Comparacdo dos niveis de elafina cérvico-vaginal (pg/mL) em participantes com presenga (A) e
auséncia (B) de vaginose bacteriana (VB), respectivamente, de acordo com status do HPV. As barras horizontais

indicam mediana e intervalo interquartilico. Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney.

Além disso, foram realizadas analises estatisticas para comparacdo dos niveis
cérvico-vaginais de elafina em relagdo a presen¢a de lesdo em M1, de acordo com exame de
citologia do material. Os resultados encontrados foram: 263 pacientes sem alteracao, 11 LSIL
(Lesdo Intraepitelial de Baixo Grau), 6 HSIL (Lesao Intraepitelial de Alto Grau) e 8 ASCUS
(Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, sendo p<0,0001, conforme demonstrado na

Figura 4.
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Figura 4. Comparacdo dos niveis de elafina cérvico-vaginal (pg/mL) de acordo com a presenca de lesdo em M1.
As barras horizontais indicam mediana e intervalo interquartilico. Dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis

com pods-teste de Dunn’s.

As amostras que apresentaram positividade para hrHPV em M1 foram submetidas a
seguimento do estudo (M2) no periodo médio de 12 meses. A partir disso, foram realizadas
andlises qualitativas em relacdo ao desfecho do hrHPV em comparagdo aos genotipos
identificados, conforme demonstrado na Figura 5. Frente a isso, foi possivel identificar que
114 (40%) pacientes evoluiram para o clearance da infeccdo, 84 (29%) apresentaram
persisténcia da infec¢do, 22 apresentaram persisténcia e incidéncia de um novo genotipo
(8%), 21 (7%) apresentaram persisténcia e clearance de determinados genotipos, 26 (9%)

realizaram o clearance e manifestaram a incidéncia de uma nova infecgdo e, por fim, 21 (7%)
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pacientes passaram pelos 3 processos (clearance de um gendtipo, persisténcia de outro e
incidéncia de um novo em M2). Em seguida, foram incluidas no grupo ’Persisténcia”
aquelas que apresentaram persisténcia de, no minimo, algum genotipo e aquelas que
apresentaram os 3 desfechos diferentes, resultando em 148 participantes. J4 para o grupo
‘clearance” foram incluidas as que apresentaram resolucdao da infec¢do propriamente dita e
aquelas que apresentaram clearance ¢ incidéncia de um novo gendtipo, resultando em 140
pacientes. Houve uma perda de seguimento de 48 pacientes, portanto, ndo foram incluidas nas

analises.

As amostras foram submetidas a andlises estatisticas para comparacdo dos niveis
cérvico-vaginais de elafina em relagdo aos desfechos de clearance e persisténcia do hrHPV. O
grupo clearance apresentou uma mediana de 1.128 pg/mL, enquanto o grupo persisténcia
apresentou 1.260 pg/mL. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre ambos,

sendo p<0,0001, conforme demonstrado na Figura 6.

Além disso, foram realizadas andlises estatisticas para comparacdo dos niveis
cérvico-vaginais de elafina de mulheres hrHPV-positivas apresentados no momento da
inclusdo no estudo em relagdo a constitui¢ado da microbiota vaginal nos dois momentos. Os
niveis do peptideo apresentaram-se elevados no grupo que desenvolveu cura da disbiose
vaginal (1.352 pg/mL) em relagdo ao grupo que manteve a eubiose (1.094 pg/mL), com
p=0,0114. Também foi possivel observar diferenga estatisticamente significativa (p=0,0202)
entre as amostras que apresentaram persisténcia da VB (1.399 pg/mL) e aquelas que
mantiveram a eubiose vaginal (1.094 pg/mL), conforme Figura 7. Houve perda de 8 pacientes

que ndo apresentaram classificacdo de microbiota em M2.
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Figura 5. Distribuicao percentual dos diferentes desfechos de infec¢do por hrHPV diagnosticado no momento da

inclusdo do estudo em relacdo ao periodo médio de 12 meses do follow up ( M2).
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Figura 6. Quantificagdo de elafina cérvico-vaginal (pg/mL) de acordo com o desfecho da infecgdo pelo hrHPV
no follow up. As barras horizontais indicam mediana e intervalo interquartilico. Dados analisados pelo teste de

Mann-Whitney.
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Figura 7. Quantifica¢do de elafina cérvico-vaginal (pg/mL) de acordo com a evolugdo da constituigdo da
microbiota vaginal. As barras horizontais indicam mediana e intervalo interquartilico. Dados analisados pelo

teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s.
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6. Discussdo

O presente estudo contribui para a melhor compreensao do papel da elafina frente a
infeccdo pelo hrHPV e sua relagdo com a microbiota vaginal em mulheres em idade
reprodutiva. Os resultados demonstram concentracdes significativamente maiores dessa
proteina em mulheres com infeccdo pelo hrHPV e VB, quando comparadas aquelas com
microbiota normal. Em contrapartida, em mulheres hrHPV-negativas, os niveis de elafina
foram mais elevados nas participantes com microbiota normal em relagdo aquelas com VB.
Esses achados sugerem que a elafina pode ter envolvimento na resposta imunologica local

frente as alteragdes da microbiota vaginal.

A elafina e seu precursor Trappin/2 sdo mediadores com sequéncias peptidicas muito
semelhantes, capazes de controlar protedlise tecidual excessiva, infiltragdo de células
inflamatorias e invasdo microbiana®’. A elafina consiste em um peptideo antimicrobiano com
propriedades anti-inflamatorias, capaz de modular a resposta imune inata e assim, manter a
integridade do epitélio vaginal. Sua expressao ¢ usualmente reconhecida como um marcador
de processos inflamatorios teciduais. Suas propriedades antimicrobianas ja foram estudadas
em modelos in vitro, demonstrando eficacia contra diversas espécies bacterianas
Gram-negativas e Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Escherichia coli"™**. Na
literatura, o papel da elafina no microambiente vaginal ¢ escassa, mas a principal hipotese
sobre a a¢do dessa proteina reside em sua capacidade de inibir serinoproteases extracelulares,
impedindo assim a degradacdo de componentes da matriz extracelular e a ativagao de
receptores envolvidos na resposta imune, como receptores do tipo 7Toll-Like-4 (TLR-4) e
receptores ativados por proteases (PAR). No entanto, ainda hd debate se essa interagdo leva a
ativacdo ou a supressao da resposta celular, o que destaca a complexidade do seu papel na

homeostase da mucosa vaginal®.

A expressdo da elafina pode ser regulada por processos inflamatdrios e infecciosos,
tanto por infecgdes bacterianas quanto virais'*'**, Lebeau et al. (2022)'* relataram que a
oncoproteina E7 do HPV ¢ capaz de interagir com vias de sinaliza¢do imunolédgica, reduzindo
a expressao de peptideos antimicrobianos, incluindo a elafina, o que pode favorecer alteragdes
na microbiota vaginal e predispor a ocorréncia de VB. Em nosso estudo, os niveis de elafina
ndo diferiram significativamente entre os grupos hrHPV-positivo e hrHPV-negativo quando o
status da microbiota vaginal ndo foi considerado. Esse resultado contrasta com estudos que

demonstraram uma regulacdo negativa da elafina em resposta ao HPV, como o trabalho de
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Duffy, Phillips e Klingelhutz (2003)'® que mostrou que a oncoproteina E6 do HPV16 pode
inibir a expressdo de genes envolvidos na resposta imunoldgica. Uma possivel explicacao
para essa discrepancia pode estar relacionada a variabilidade individual na resposta imune, ao

tempo de infec¢do ou a presenca de diferentes gendtipos de HPV na populagdo estudada.

A associagdo entre VB e HPV ja foi amplamente documentada na literatura, sendo
descrita como um fator de risco para a persisténcia viral e redugdo das taxas de clearance do
HPV. Achados de Belleti et al.'' demonstraram que a presenca de Gardnerella vaginalis esta
correlacionada com uma menor taxa de eliminagao do HPV, possivelmente devido a formacgao
de biofilmes que dificultam a resposta imune do hospedeiro. Nossos achados corroboram essa
hipotese, uma vez que a elafina, conhecida por sua atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas, apresentou concentracdes mais elevadas no grupo hrHPV na presenga VB,

sugerindo uma possivel tentativa do sistema imune em combater essa disbiose.

De acordo com nossos resultados, em cendrio sem o genotipo viral, mulheres com
uma microbiota saudavel apresentam niveis elevados do peptideo em comparagao aquelas que
manifestam a VB. Além disso, ndo foi observada diferenca significativa nos niveis de elafina
em relagdo a presenca de lesdo cervical, o que sugere que sua concentragdo pode estar mais
relacionada a dinamica da microbiota cérvico-vaginal. Na literatura, estudos analisando as
concentragdes de elafina e seu papel na microbiota de mulheres nao infectadas pelo HPV sdo
escassos. Corroborando com os nossos achados, Matsuda et al. (2023)"7 observou niveis
aumentados de elafina por ensaio imunoenzimatico (ELISA) em amostras de sobrenadante de
cultura de células do epitélio cervical de gestantes frente a presenca de G. vaginalis, quando
comparado a composi¢do da microbiota classificada como normal, indicando que a presenga
de G. vaginalis estimula a producdo e liberacdo do peptideo. Esses achados foram
encontrados em mulheres sem HPV, porém durante a gestacdo. Em contrapartida, Jespers et
al. (2017)"%, ao estudar mulheres que apresentavam VB, identificou concentragdes reduzidas
de elafina em amostras de conteudo cérvico-vaginal por ELISA, quando comparado a

mulheres com microbiota saudavel.

Quanto as analises em relagao ao desfecho do hrHPV, as concentragdes proteicas nao
apresentam diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, quando analisada a evolugado
da composi¢do da microbiota vaginal, pacientes que alcangaram a resolucdo ou persisténcia
da VB apresentaram niveis elevados do peptideo em comparagdo aquelas que mantiveram a

eubiose vaginal durante o periodo. Dessa forma, nossos resultados mostraram que a elafina
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pode estar envolvida na modulagdo da resposta imune local, sofrendo influéncia da

composicao da microbiota vaginal.

Lebeau et al. (2022)'* relatou, por meio de técnicas de imunohistoquimica e expressio
génica em amostras de tecido vaginal de camundongos transgénicos K14-HPV16, que a
oncoproteina E7 do HPV interage com componentes das vias de sinalizacdo NF-xB e
Wnt/B-catenina, resultando na inibicdo da expressao de peptideos de defesa, como a elafina. A
redu¢do desses peptideos demonstrou influéncia na interacdo entre o hospedeiro ¢ a
microbiota vaginal, contribuindo para a disbiose observada durante a infeccdo pelo HPV.
Estes resultados confrontam nossos achados em relagdo a presenga do hrHPV, ja que ndo
identificamos altera¢des nos niveis do peptideo de acordo apenas com a infecgdo viral quando

desconsiderado o cenario da disbiose vaginal.

Nesse mesmo estudo'?, apesar da elafina apresentar propriedades antimicrobianas, a
alta concentrag@o por queratindcitos vaginais e cervicais nao atua de forma negativa contra os
Lactobacillus spp.. Esses peptideos foram clivados por proteases e usados como fontes de
aminoacidos, colaborando com a manutenc¢ao da microbiota vaginal. Em nossos achados, foi
possivel observar a alta concentracdo de elafina em cendrios de eubiose vaginal, o que vai de
encontro com a manuten¢do da microbiota vaginal. Em contrapartida, o estudo'? afirma que a
presenga de infeccdo por HPV ¢ fator determinante para queda dos niveis do peptideo, o que

nao foi comprovado pelos nossos resultados.

Uma possivel explicagdo para as diferengas na regulacdo da elafina frente a infecgdes
virais e bacterianas ¢ que as vias de ativacdo desse peptideo podem ser distintas dependendo
do tipo de patégeno envolvido. Assim, enquanto infeccdes bacterianas podem estimular a
producdo de elafina como um mecanismo de defesa, infecgdes virais podem induzir a

supressao desse peptideo como estratégia de evasao imunologica.

O estudo em questdo apresenta por limitacdo a perda de seguimento de 201 mulheres.
Em suma, nossos achados sugerem que a elafina pode ter um papel relevante na composi¢ao
da microbiota vaginal. A relacdo entre elafina, VB e HPV ainda carece de mais estudos,
especialmente para entender seus mecanismos moleculares e potenciais aplicagdes clinicas.
Nossos achados ampliam a compreensdo sobre os mecanismos de defesa na regido
cervico-vaginal, sugerindo que a elafina pode ter um papel crucial na composi¢do da

microbiota vaginal frente a presenca ou auséncia do hrHPV. Contudo, mais estudos sdo
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necessarios para explorar em detalhes os mecanismos moleculares que governam essa
interagdo, bem como o impacto da presenca de VB sobre a dindmica da infec¢do pelo hrHPV

€ a progressao para o clearance.

7.  Conclusio

Este estudo evidenciou que os niveis de elafina cérvico-vaginal estdo
significativamente elevados em mulheres com infec¢ao por HPV de alto risco quando na
presenca de VB. Esses achados sugerem que a elafina estd envolvida na modulagdo da
resposta imunologica local, o que poderia influenciar o curso da infeccdo pelo HPV e a
composi¢ao da microbiota vaginal. Embora a alta expressao de elafina possa representar uma
resposta inflamatéria ao HPV, a interacdo complexa com a microbiota e sua contribuigdo para
o desenvolvimento de disbioses requerem investigacdo adicional. Esses resultados ampliam a
compreensdo sobre os mecanismos imunoldgicos envolvidos na interface HPV-microbiota,
destacando a elafina como um potencial marcador de status da microbiota frente a infec¢do

viral.

8.  Consideragoes finais

O presente estudo apresentou achados importantes sobre as altera¢des de quantificacio
de elafina/trappin-2 na regido cérvico-vaginal de acordo com status de infeccao por HPV e
composi¢ao da microbiota vaginal, especialmente durante a vaginose bacteriana, considerada
a disbiose vaginal mais comum em mulheres em idade reprodutiva. A compreensao da relagdo
HPV-microbiota ainda é pouco elucidada e nossos resultados contribuem para maiores
entendimentos do tema, tendo em vista a elafina como um possivel mediador dessa complexa
interagdo. E de extrema importancia maiores estudos acerca do curso da infec¢do pelo HPV,
visando maiores esclarecimentos sobre essa relevante questao de saude publica que € o cancer

do colo de utero.
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